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Resumo

Estudos em geagtica envolvendo experimentos com microarrays permitem a quardifiGaa comparap simulénea dos weis de expreg® de genes em uma larga escala.eénica empregada nesses estudos entretanto possui uma
variabilidade considawel [1], fazendo-se nece&s® um ajuste preliminar dos dados antes que possa ser analisada a variabilidagleghioh qual geralmente nosso interesse fesiado. A esse ajuste preliminar dos dados antesalsan

inferencial se d o nome deormaliza@o [2].

Nesse trabalho introduzimos os principais modelos de normakza§3],[4]) dispoiveis na literatura, estudando suas propriedades e comparando seus resultados.

A maioria desses atodos de normalizap se baseia emé&todos de alisamento doafico MA das intensidades de uma dad@aina de microarray, para obt@wcdas constantes de co@ec O netodo mais consagrado na literatéra
uso de regre$® robusta localpwess que apresenta bons resultados na caoeta variabilidade d&¢tnica.

Depois de estudar osatodos dispoweis na literatura, propomos tagrn um novo retodo de normalizap utilizandosmoothing splinese comparamos seu desempenho com @®dos a entio dispoiveis. Os resultados mostram que
a maior adaptatividade da regrassor splines consegue melhores normaéeagcontrolando melhor a variabilidade devadacnica.

Introduc@o

Um experimento com microarrays de cDN®ito envolve a hi-
bridizac@@o de duas amostras de mRNA, provenientes de um grupo
controle e de um grupo experimental, gae sonvertidas em cDNA

e marcadas com corantes fluorescentes. A partir dessas oescac
sao en@o geradas leituras de intensidade para cada canal fluores-
cente, que fornecem inform@gs sobre a exprass relativa dos ge-

nes inclusos namina de microarray.

O objetivo desse tipo de estudo, em geral, consiste na identifica-
cao de genes diferentemente expressos entre 0os dois grupos. Essa
Identifica@o entretanto @ pode ser realizada comparando-se di-
retamente o0s sinais de intensidades obtidos para cada gene. Isso
ocorre pelo fato de haver uma grande variabilidadeadaita, de-

vido a fatores como diferente pesomico dos corantes fluorescen-

tes utilizados (acarretando uma maior taxa de &wggara um dos
corantes), varido das taxas de hibridizag devidoa localiza@o
espacial dos spots narhina, eventuais falhas na hibridizag es-

touro das leituras de intensidade, entre outros.

Como uma forma de contornar esses problemas, foram desenvol-
vidas diversasécnicas de normalizao ([2], [4], [5]), que obje-
tivam controlar as varid@gs sisteraticas entre osiweis de inten-
sidade medidos em uma co-hibridiaa¢ de forma que a variag
biolbgicase sobressaia varia@o datécnicae os genes diferente-
mente expressos possam ser identificados.

Dados

O conjunto de dados utilizado nasadisese proveniente de um ex-
perimento realizado no Labotato de Cardiologia Molecular do
Instituto do Corago (InCor-USP) com ratos coegicos no qual o
fendtipo de interesse a hiperter@o. Foram utilizadasaiminas de
vidro com supeitie de polylisina, com 26912 spots cada (cada spot
pode conter uma sé&gncia de cDNA gque pode corresponder a um
gene, ESTs ou sé@encias de controle).

Para cada spot de cada hibridizada leituras de intensidade para
dois canais, o verde (G/green) e o vermelho (R/red. pdrtanto
um conjunto de 26912 pares de leituras de intensidade.

Nesse estudo, o0 interesseaeficado na identificap da variabi-
lidade biobgica devida a fatores geticos, pois 0os animais foram
obtidos atraes de cruzamentos de linhagens @mgas em labo-
ratorio, de forma que outros fatores que poderiam ter @mftua fo-
ram controlados.
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hibridizacao: exemplo

Figura 1: Localizago de um spot numaiina de microarrays

ficticia
Hibridizago Cy3 Cy5
rat85 2c-controle SHR-controle
rat89 SHR-controle  2c-controle
rat88 2c-sal SHR-sal
rat86 SHR-sal 2c-sal

Tabela 1: Delineamento Experimental

Grafico MA

Os dados de intensidade de fluo@sta &o tradicionalmente ana-
lisados utilizando-se uma transfornaagdos dados iniciais. Toma-
seM =logy R/G e A = logs v RG, dando origem ao MAPIot, que
e o diagrama de disp&rs de)M por A. Esse gafico nada mais do
gue um tipo de dafico de nedia por desvio-pado, apropriado em
geral para identificaap espacial de pontos observados.

Figura 2: MAPIot paradmina rat85

Normaliza@o

Sobre os dados transformados para a escala Mxd\aplicadas as
tecnicas de normalizag, que buscam reduzir a vardacda écnica
e tornar as intensidades com@agis entre hibridizages diferentes.
Dado um array com spots, toma-se a transfornaag

Mk‘_>Mk_0<AkaMk>a kZl,...,S

ondeC(Ay., M;.) € uma dada furgp normalizadora adequada.

MAPot: Lamina ratdd (nonmalizada)
Honmalizacao: Intensidade Total Global

MAFot: Lamina rat85 (normalizada)
Hormmalizagao: Intensidade Total por Subarray

MAPFot: Lamina ratdd (nonmalizada)
Hormmalizacao: Lowess Global {f=0.667)

MAFot: Lamina rat8d (normalizada)
Hormmalizacao: Lowess por Subarray {(f=0.667)

Figura 3: Diferentes normalizaes comumente utilizadas

Normaliza@o por smoothing splines

MAPlot: Lamina ratGs (nonmalizada)
Hommalizacao: Splines por Subarray

MAPIot: Lamina rat86 (nonmalizada)
Hormalizacao: Splines por Subarray

MAPlot: Lamina ratGf (nonmalizada)
Hommalizacao: Splines por Subarray

MAPIot: Lamina rat89 (nonmalizada)
Hommalizacao: Splines por Subarray

Figura 4: Normalizages por smoothing splines

Auto-normaliza@o

MAPlot: Lamina ratB5+rat89 (normalizada)
Mormalizagao: Splines Global

MAPlot: Lamina rat88+rat8s (normalizada)
Mormalizagao: Splines Global
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Figura 5: Auto-normalizego
rat85+rat89: Grupo controle
rat86+rat88: Grupo sal

Medidas de Comparag

Definimos e aplicamos duas posss medidas de compagag para
avaliar os netodos de normalizag propostos.

Propor@o de spots concordantes

Dado um spot com os valores de intensidade ;) ou ainda
(M;, A;), e sua reiproca com intensidaddd?’, G),) ou (M, AY),
definimos concor@ncia da seguinte maneira:

(M;, A;) e (M, A}) sdo concordantes= M; - M! < 0.

Medida de conco@hcia por interse@p

Um outro crierio para comparap de normalizaies, tambm base-
ado nai@ia de concora@ncia descrita acima, pode ser obtido atsv
de uma natrica de urio/intersecgo de conjuntos. Em [6], com a
intenc@o de obter uma medida de distia entre comunidades de
genesg descrita a seguinteétrica baseada na \#w/intersecgo:

0. 3.
1A B) — #HANBY 2 0%
#{AUB} ’n—|—m—zw 50%.76].
onde A € um conjunto de gendsv, as,...,ay), B € um outro

conjunto de genes3(, 5o, ...,0m) €

5 B 1 se Q; = ﬁ]
a,0; — ) 0 caso contario.

Adaptamos efdto essa medida de dasicia para o problema da com-
para@o entre normalizages. Seja’ um conjunto de spots fixado.
Definimos) como o subconjuntdc; } deC' tal quem,.. < k, onde
m., € 0 valor do log da ram para o spot; em uma hibridizago
fixada. De forma aaloga, definimos\/’ como o subconjuntéc;}
de(C tal quem’ci > —k, onde a hibridizago usada como refencia
deve ser @aeciprocada hibridiza@o utilizada para achar os spots de
M.

Seja erdio d 4 (M, M) a distincia entreM e M’, de acordo com

a metrica da urao/intersego, quando utilizamos o @odo de nor-
malizago A edg(M, M') a mesma medida para quando utilizamos
uma normalizago B. Se

da(M, M") > dp(M, M),

dizemos que o @todo de normaliza&o A est, Sob o criério da ne-
trica unao/intersecgo, controlando melhor a variabilidade devéda
tecnica do que a normalizag 5.

Resultados

laminas lowess splines
rat86/88 15 39
rat85/89 20 38

aminas lowess splines
rat86/88 0.01 0.21
rat85/89 0O 0.20

Tabela 3: Medida de
concarttia por
Intersecao

Tabela 2: Propo@p de
spots concordantes
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